Wiskott-Aldrich综合征（WAS）是一种罕见的X连锁隐性单基因遗传病，由位于Xp11.22-p11.23区域的WAS基因突变致病，又称湿疹血小板减少伴免疫缺陷综合征，发达国家新生儿WAS的发病率为1/100万\~4/100万[@b1]。临床上WAS呈现典型三联征：湿疹、免疫缺陷及血小板减少[@b2]。WAS患者常合并自身免疫性疾病，10%\~20％可发生恶性肿瘤[@b3]。血小板平均体积（MPV）减小几乎见于所有WAS患者，非常有助于诊断WAS[@b4]。目前国内尚未见有MPV正常WAS患者的文献报道。最近，我们检出1例MPV正常的成人WAS患者，并对其家系进行了调查，现报告如下。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：先证者，男，38岁，主因"自幼皮肤瘀斑、鼻出血，乏力4个月，低热伴游走性关节痛20 d"入院。先证者自幼无明显诱因出现四肢皮肤瘀斑，伴鼻出血，无湿疹，WBC及HGB正常，PLT 15×10^9^/L左右，MPV正常。近2年间断患巩膜炎，4个月前出现乏力，外院查血常规示：WBC 11.0×10^9^/L，中性粒细胞绝对计数（ANC）7.61×10^9^/L，HGB 74 g/L，PLT 14×10^9^/L，MPV 12.5 fl（正常参考值9\~13 fl）。尿素氮（BUN）13.8 mmol/L，肌酐（Cr）190 µmol/L，抗PM-Scl抗体（＋），抗PCNA抗体（＋），抗核糖体P蛋白抗体（＋）。诊断为"原发免疫性血小板减少症（ITP）"。2014年12月中旬先证者出现低热伴游走性关节疼痛，1-3-β-D-葡聚糖检测（G试验）：2 507 ng/L（正常参考值：\<60 ng/L），予美洛西林钠联合伏立康唑治疗后先证者左眼睑下垂。2015年1月5日为进一步诊治入我院。血常规：WBC 11.05×10^9^/L、ANC 7.22×10^9^/L、RBC 3.09×10^12^/L、HGB 91 g/L、PLT 52×10^9^/L、MPV 10.4 fl、网织红细胞百分比（Ret）4.01%。尿常规潜血（+++）；便常规（−）；叶酸56.54 nmol/L、维生素B~12~ 194.1 pmol/L，铁蛋白244.6 µg/L，红细胞生成素（EPO）21.11 mIU/L。血浆游离血红蛋白、结合珠蛋白均正常，酸化甘油溶血试验、间接／直接抗人球蛋白试验均阴性。流式细胞术检测：CD3^+^ T细胞比例为47.7%（正常参考值56%\~86%），CD3^+^CD4^+^ T细胞比例为24.2%（正常参考值33%\~58%），CD3^+^CD8^+^ T细胞比例为20.3%（正常参考值13%\~39%），CD4^+^/CD8^+^＝1.19, CD19^+^ B细胞比例为9.9%（正常参考值5%\~22%），CD4^+^ CD25^bri^CD127^dim^调节性T细胞（Treg细胞）比例为0.99%，阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆阴性。骨髓象：增生明显活跃，粒系占0.470，部分粒细胞胞质颗粒增粗；红系占0.270，可见胞间桥、核出芽；全片见巨核细胞97个；骨髓小粒细胞面积80%，以造血细胞为主。骨髓活检：增生较活跃，粒、红、巨核三系细胞增生，未见急性白血病及淋巴瘤证据。中性粒细胞碱性磷酸酶（N-ALP）阳性率100%，阳性指数220，有核红糖原（PAS）（−），细胞外铁（＋），细胞内铁20%。抗核抗体（+），IgG 26.9 g/L（正常参考值7.51\~15.6 g/L）、IgA 6.28 g/L（正常参考值0.82\~4.53 g/L）、IgM 0.27 g/L（正常参考值0.46\~3.04 g/L）、C3 1.5 g/L、C4 0.29 g/L，抗链球菌溶血素1 960 U/ml（正常参考值0\~116 U/ml），C反应蛋白106 mg/L，类风湿因子28.2 U/ml，ENA抗体谱（−）。血小板抗体Ⅱb/Ⅲa（+）。G试验\<60 ng/L、半乳甘露聚糖（GM）试验：0.223 µg/L（正常参考值0\~0.5 µg/L）。诊断：WAS。予青霉素联合伏立康唑治疗，先证者体温恢复正常，左眼睑下垂好转，关节疼痛消失后出院。调查先证者及其家系成员四代共22人，家系图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，均否认近亲结婚。

![红细胞平均体积正常Wiskott-Aldrich综合征家系图](cjh-36-09-754-g001){#figure1}

2．WASP基因突变分析：取先证者及其母亲外周血4 ml，EDTA抗凝，采用BloodGen Midi试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司产品）提取全基因组DNA，操作按照试剂盒说明书进行。根据WASP基因组DNA序列设计引物，PCR及DNA测序均由北京麦基诺基因科技有限责任公司完成。采用DNASTAR软件进行分析并与Genbank中WASP基因序列进行比对，确认突变类型。

3．血液系统肿瘤相关基因突变分析：采用多重PCR外显子富集技术进行基因检测，通过外显子捕获和深度测序对先证者进行基因扫描，分析血液系统发生发展过程中可能存在的112个基因蛋白编码区域的点突变和短片段插入／缺失突变。使用Ion Repotrer系统和Wariant Reporter软件进行突变分析，利用dbSNP、1000 genomes和polyphen2数据库进行变异注释及氨基酸突变分析。

结果 {#s2}
====

1．家系调查：先证者哥哥（Ⅲ~1~）自幼湿疹、贫血、血小板减少（未输注血小板），MPV正常，伴有肾功能异常，曾反复发热，体温最高40 °C，下肢溶血性链球菌感染，给予美洛西林钠可好转，但亦出现眼睑下垂；先证者一表弟（Ⅲ~8~）患WAS，伴贫血、血小板少、肾功能异常，尿潜血（＋）；先证者两个侄儿（Ⅳ~2~、Ⅳ~3~）均患有WAS，分别为1岁半、2岁半，均有贫血、血小板减少；先证者父亲（Ⅱ~3~）、三个舅舅（Ⅱ~1~、Ⅱ~4~、Ⅱ~7~）及外祖父（Ⅰ~2~）均体健。

2．WASP基因突变情况：基因测序结果显示，先证者样本序列在chrX-48542712位置有碱基C\>T（互补链G\>A）的纯合突变，导致第58号氨基酸由脯氨酸异变为亮氨酸，其母亲在该位置有碱基C\>T（互补链G\>A）的杂合突变（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![Wiskott-Aldrich综合征患者（A）及其母亲（B）WASP基因测序结果](cjh-36-09-754-g002){#figure2}

3．血液系统肿瘤相关基因突变：先证者CBL、CREBBP、DNM2、ADAMTS13基因突变情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。突变频率均明显高于1000 genomes数据库中正常人群中的突变比例（均为0.01），推测先证者这4个位点的突变可能具有致病性。

###### 血液系统肿瘤相关基因外显子检测

  基因       突变                位置            杂合/纯合  dbSNP          突变频率（％）
  ---------- ------------------- -------------- ----------- ------------- ----------------
  CBL        c.C1858T/p.L620F    第11号外显子      杂合     rs2227988           47.0
  CREBBP     c.C1537A/p.L513I    第6号外显子       杂合     rs61753381          46.3
  DNM2       C.C788T/ p.P263L    第6号外显子       杂合     rs3745674           38.5
  ADAMTS13   c.G3541A/p.G1181R   第25号外显子      杂合     rs192619276         48.6

注：SNP：单核苷酸多态性

讨论 {#s3}
====

WASP基因功能复杂，包括典型WAS、X-连锁血小板减少症（XLT）、间歇性X-连锁血小板减少症（IXLT）和X-连锁粒细胞减少症（XLN）均与WASP异常有关。WAS一旦确诊，应对其病情进行评分（0\~5分）。依据血小板减少、MPV减小、湿疹、免疫缺陷、自身免疫性疾病和（或）恶性疾病等6项指标进行表型评分，分值越高，病情越重，预后越差[@b5]。

多数WAS患者出生后即出现血小板减少，至少50％的患者PLT\<20×10^9^/L, 30％的患者合并危及生命的严重出血，但脑出血的发生率仅为2%[@b6]。Shcherbina等[@b7]认为血小板生成不良及血小板功能异常是WAS患者血小板减少的原因之一，血小板破坏增加亦可能与患者血小板表面磷酯酰丝氨酸表达增加有关；Marathe等[@b8]研究显示同时存在的血小板抗体亦可引发血小板破坏增多，脾脏切除术有效也说明血小板减少症部分源于破坏增加[@b9]。

Gulácsy及Maródi[@b4]曾报道几乎全部WAS和XLT患者MPV均减小，故对于MPV减小的家族史不明确的散发男性血小板减少患者，要高度怀疑WAS。WAS和XLT患者血小板膜糖蛋白（GP）Ⅱb和（或）GPⅢa与GPⅣ表达明显降低，可能是其MPV减小的原因。虽然本研究中先证者血小板抗体Ⅱb/Ⅲa（+），可能导致GPⅡb和（或）Ⅲa表达降低，但与多数报道不同的是先证者及其哥哥MPV均正常。江明华等[@b10]报道6例湿疹伴血小板减少的WAS患儿，中位年龄2.0(0.5\~5.0）岁，MPV均减小，患者的WAS突变位点分别为第3、10号外显子。2014年彭方等[@b11]总结我国可检索到的54例WAS患者，其中32例有MPV资料患者MPV均减小，经治疗后仅少数患者MPV接近或达到正常。国外文献中亦鲜见MPV正常的WAS，Patel等[@b12]曾报道1例MPV正常的WAS患儿，检出无意义突变c.862A\>T (K288X）；最近Mantadakis等[@b13]报道3例MPV正常的XLT男性患儿合并新的WAS基因突变，分别为第9号外显子的c.854_855ins A、p.Thr286AspFsX3和第7号外显子的c.734_734 + 1delAG、p.Lys 245ThrFsX14；Knox-Macaulay等[@b14]报道1个沙特阿拉伯MPV正常或增大XLT家系。Yoshimi等[@b15]总结7例酷似幼年型粒单核细胞白血病（JMML）的男性患儿，白细胞及单核细胞均增高，外周血可见早期粒、红系细胞，骨髓可见病态造血，与JMML无法区分，且7例患者均无湿疹、6例无血便等特征，最后通过WAS基因突变分析及流式细胞仪分析淋巴细胞WASP表达方确诊WAS，其中3例患者MPV正常，6例患者偶有MPV增大。此7例患者突变位点均不在第2号外显子上。WAS患者MPV正常甚至增大的原因目前尚未明确，尚不清楚是否与基因突变位点有关，有待于进一步研究。

湿疹是典型WAS的另一临床表现，湿疹形成的原因尚不明确，可能与IgE升高及Th1 /Th2失衡有关[@b16]。WAS的轻型表型XLT因为缺乏湿疹和免疫缺陷的临床表现而易被忽视，故确诊时间较晚，或在病初诊断为ITP。本研究中先证者自幼起病，无湿疹，曾因出血、血小板减少诊断为"ITP"，在家族史询问中发现其哥哥及胞弟等有相似的血小板减少表现，且其哥哥自幼湿疹，结合家系图谱符合WAS特点，从而进行WASP基因筛查最后确诊先证者为WAS。

WASP基因突变导致各种免疫细胞迁移、细胞骨架重塑、免疫突触形成及细胞效应异常，包括T、B、单核或巨噬细胞、Treg等功能缺陷。WAS患者多有IgE增高，IgG、IgA、IgM降低。最常见的病毒感染为单纯疱疹病毒（6%）和水痘病毒（3%），10％患者可能发生侵袭性真菌感染，最常见的感染并发症为中耳炎（64%）、肺炎（25%），其他严重的感染包括败血症（7%）和脑膜炎（4%）[@b6],[@b17]。WAS患儿常合并自身免疫性疾病，在美国和欧洲人群可高达40%\~72%，最常见为自身免疫性溶血性贫血（14%）、血管炎（13%）、肾脏疾病（12%）等[@b18]。到目前为止，WAS相关的自身免疫性疾病的致病机制尚不清楚。推测可能与抗原的不完全清除和自身抗原的耐受缺陷有关[@b10]。近来，多个研究小组发现WAS患者Treg及B细胞功能异常，可能与自身免疫性疾病的发生有关[@b17]。本组先证者贫血、CD3^+^细胞减少、CD4^+^/CD8^+^比值减低，存在T淋巴细胞分布异常，IgG、IgA增高。值得强调的是，先证者MPV正常、IgM减低，且同时合并自身免疫性疾病、肾功能异常、真菌感染、巩膜炎，给予青霉素、伏立康唑治疗后抗PM-Scl抗体、抗PCNA抗体、抗核糖体P蛋白抗体均转阴，G试验转阴，体温恢复正常，游走性关节疼痛消失。

北美的一项研究发现，13％的WAS患者可能发展为肿瘤，淋巴瘤尤其是非霍奇金淋巴瘤最为常见，亦可发生骨髓增生异常综合征、白血病及骨髓增殖性肿瘤[@b15],[@b19]，发生恶性肿瘤可能与环境因素如EB病毒感染及WASP功能异常，导致肿瘤监测机制缺陷等有关[@b20]。目前已发现300余种与WAS有关的基因突变，明确了6个突变热点，约占所有突变的25%，包括3个剪接位点突变及编码区的3个点突变，分别为168C\>T（T45M）、290C\>N/291G\>N (R86C/H/L）、IVS6+5G\>A、665C\>T(R211X）、IVS8+ 1G\>N和IVS8+1\~+6del GTGA。先证者突变点为第2号外显子的173C\>T，编码氨基酸由脯氨酸变为亮氨酸，既往报道少见。通过突变分析，发现了4种与血液系统疾病相关的基因频率较高，在此后的患者病情监测过程中，仍需警惕上述基因突变相关性血液病发生的可能性。

WAS的对症治疗包括控制感染、输注丙种球蛋白、激素治疗及脾脏切除术。造血干细胞移植（HSCT）为目前有效的根治手段，一旦确诊应尽早移植，否则可能死于感染、出血或恶性肿瘤[@b21]。同胞HLA全相合的HSCT总体生存率为81%\~88%，Moratto等[@b22]总结1980年至2009年间的194例行HSCT的WAS患者，总生存率84%，尤其是2000年后患者5年生存率高达89.1%。有学者总结2000年至2005年间无关供者移植（URD）5年生存率71%，一项CIBMTR的研究总结52例行URD者生存情况与55例同胞相合HSCT疗效相当；但半相合HSCT疗效不尽人意，12例患者接受半相合HSCT后4例患者死亡，死因多由于移植物抗宿主病（GVHD）和移植排斥反应[@b23]。骨髓及外周血中HSC数目低下，HSCT后难以重建患者体内造血，小分子化合物扩增HSC的新技术为这一问题的解决提供了新的思路[@b24]。由于供者配型困难及移植后的GVHD和移植失败限制了HSCT的应用，利用基因载体平台技术的自体HSCT基因修饰克服了上述不足，也是一种新的治疗策略，但基因治疗可能存在插入突变活化原癌基因的风险，故其长期的有效性及安全性尚需进一步观察[@b25]--[@b26]。

综上所述，先证者特点：①男性，自幼起病；②确诊时间晚，曾误诊为ITP；③突变位点为第2号外显子的173C\>T纯合突变，母亲为杂合突变；④与其哥哥MPV均正常；⑤无湿疹；⑥伴有自身免疫性疾病、贫血、肾功能异常、真菌感染、巩膜炎。早期识别并诊断WAS患者至关重要，临床医师应提高对该病的认识，同时应注意并非所有WAS患者MPV均减小，基因筛查是WAS确诊手段。
